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SUMMARY 
The present study was undertaken to巴xaminethe eff巴ctsof cis， cis-octadecadienoic acid 
(linoleate， LA) and/or albumin (BSA) on the lipid metabolism in the human hepatoma cel line， 
HepG2. For experiment， HepG2 cells were plated in a 24-well plat巴(densityof 2.0 X 105cells/well)， 
and thεcells were cultured in either basal Dulbecco's modified Eagle's (DME) medium (basal 
medium)， DME medium containing 0.2mM LA (LA medium)， or DME medium containing both 
0.2mM LA and BSA (BSA十LAmedium). BSA was added at the conc日ntrationof 0.1， 0.4 or 0.8%. 
[14C]Acetate (1.23KBg/mL m日dium)was added as a radioactiv巴lipidpr日cursorand the cells were 
incubated for 6 hours. 
Addition of LA to the basal medium result巴din a decrease in the incorporation of [14CJ 
acetate into the total cholesterol fraction. 1n contrast， an addition of BSA to LA -containing 
medium tended to increase the incorporation of [14CJ acetate into total cholesterol in a dose-' 
dependent fashion. The alteration of cholesterol metabolism in HepG2 cells incubated in BSA-I 
LA medium was attributed to an incr巴asein the incorporation of [14C] acetate into free cholester叶，
but not the cholesteryl ester fraction. 1n addition， secrεtion of cholesterol was increased by BSA十
LA medium， suggesting that BSA stimulates cholesterol s巴cretion. N 0 significant change in the 
incorporation of [l"CJacetate into total cellular lipicls was observed among the groups. However， 
by incubation with BSA十LAmedium， increased incorporation of [14CJlabelled fatty acid into 
cellular triglyc巴rideand clecreased incorporation into phospholipid were observed in cells incubat 
ed with BSA十LAmedium as comparecl to thos巴 incubatedwith LA medium. Secretions of 
[14CJ labelled triglycericle， phospholipid ancl free fatty acid into the medium were also stimulated 
in HepG2 cel1s incubated with BSA十LAmedium. 
1n conclusion， the present study suggests that in human hepatocytes both BSA and LA 
*ペルー国Ancash~立大学
48 佐賀大学農学部重量報 第 81号 (1996)
influence lipid metabolism， and BSA enhances cholesterol synthesis and secretion. 
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緒 言
肝臓における脂質代謝は脂肪酸，コレステロール，糖，アミノ酸や種々のホルモンの影響を
受けることが知られている.これまでに，我々は n-6系およびn-3系脂肪駿やトランス型脂肪
酸がヒト肝臓モデノレ細胞である HepG2細胞の脂質代謝に及ぼす影響を検討し，脂肪酸の量と
質の両者が著しい影響を与えることを認めている 1.九本実験で用いた 9cis，12cis 
octadecadienoic acid (リノール酸)は必須脂肪酸の一種であり，生体膜構成成分としてあるい
は生体膜機能の維持にとって極めて重要な役割をもっ. また， リノーノレ酸はコレステローノレ低
下作用を示し3-ヘリポタンパク質分泌に影響することが知られている.また，リノール離はア
ラキドン酸カスケードの前駆物質としても重要である.一方，血清アルブ山ミンは血中遊離脂肪
酸や薬物と複合体を形成し運離する役割をもっ.これまでに，培養細胞の培地に牛血清アルブ
ミンを添加することにより，アポリポタンパク B100の分泌が充進することや叫 11)，脂質合成が
修飾をうけリボタンパク分泌に影響する可能性が示唆されている川.しかし，リノーノレ酸を十分
量含む条件下においてアルブミン濃度の変動が肝臓細胞の脂質の合成と分泌に及ぽす影響につ
いては十分明らかにされていない.本研究では，ヒト肝臓由来の HepG2細胞培養系において，
リノ-)レ酸とアノレプミンがコレステロールとトリグリセリド代謝に及ぼす影響について検討し
た
実験方法
1 .実験材料と試薬
HepG2細胞はWistar研究所 (Philadelphia，U.S.A.)から供与された.9 -cis， 12 -cis 
octadecadienoic acid (リノー ル酸， LA)および牛血清アノレブミン (BSA，脂肪酸フリー)は
Sigma Chemical社 (St.Louis， U. S. A.)から購入した. [l-14C]酢酸はアマシャムジャパン
(東京)から購入した.シンチレーションカクテル (ScintisolEx-H)は同仁化学(熊本)から
購入した.胎児牛血清(FCS)およびDulbecco'smodified Eagle's medium (DMEM)はGibco
(Grand Island， New York)から購入した.ペニシリンおよびストレプトマイシンは明治製菓
(東京)の製品を使用した. トリプシンはDifcoLaboratories (Detroito Michigan， U. S. A.) 
から購入した.培養ディッシュおよび地の培養器具は Falcon(New Jersey， U. S. A.)の製品
を用いた.
2. HepG2縮砲の培養方法
HepG2細胞は10%FCS，ペニシリン (10万単位/L)およびストレプトマイシン(lOOmg/ 
L)を含むDMEM(基本培地)を用い，3TC， 95%空気， 5%ニ酸化炭素の条件下で10cmFalcon 
dish で，実験に供せる縮飽数になるまでほぼ 1 週間培養し，培地は 2~3 日ごとに交換し
た12-15)
実験を開始する前に，細胞を24穴プレートにまさ (2.0X105個/well)， 1 wellあたり1mlの培
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地を用いて培養した.細胞がコンブルエントな状態になったのを確認後，細胞を DMEMで2回
洗浄し，試験培地を加えて実験を開始した.試験培地への交換と開時に，放射性脂質前駆体と
して[14C]酢酸を1，23KBq (0.3μCi)添加し， 6時間堵養した.
3 .試験培地の鋼製法
実験に用いた試験培地は以下の方法で調製した.LA溶液を終濃震が0.2mMとなるように取
り，窓素ガスで乾屈させた後， 0.1， 0.4および0.8%BSAを含む基本培地を加えた.超音波発生
機 (Sonifier250， Branson社製)を用いてマイクロチップリミットで15分間反応させ BSA-LA
複合体 (BSA十LA培地)を形成させた.0.45μmフィルター (MILLEX-HV，MILLIPORE 
社)を用いてろ過滅菌し，脂肪離と BSAの両方を含む試験培地を調製した.また， LAのみを
含む培地 (LA培地)と， LAおよび、 BSAの両方を含まない堵地 (DME培地)を調製した.
4.トlepG2細胞の毘収方法
HepG2細胞は各培地中で6時間培養後，試験培地を回収し，細胞は冷リン酸緩衝生理食塩水
(PBS)で洗滞し， 0.8mlのPBSを加えてポリスマンを用いて回収した.回収した細胞と培地は
分析に供するまで凍結(-400C)し保存した.
5 .細胞内緒鷲および培地脂質の抽出，分溜および放射能活性の測定
細胞および培地の総脂質はBligh& Dyer法に従い抽出純化した16) 路質の分画はシリカゲ
ルG-薄層クロマトグラフィー (TLC)により行った川.放射能活性の測定のためのシンチレ
ション溶液はシンチゾール Ex-Hを用いた.放射能活性の測定は液体シンチレーションカウン
ター (WALLAC 1410， Pharmacia社)を用いて行った.パックグラウンド値およびシリカゲ
ルによるクエンチングは補正した18)
6 .統計分析
実験によって得られたデータは Duncan'smultiple range testを用いて統計処理した19)
Table 1. Effects of BSA and 0.2 mM linoleat巴onthe incorporations of [l'CJacetate 
into total cholesterol， free cholesterol， and cholesteryl ester in HepG2 cells 
Total chol巴sterol Free cholesterol Cholesteryl ester 
[14CJ dpm X 10-2/dish 
Basal 36.8土4.9b 29.6:t 4.1" 7.2こと0.9a
LA 23.4土1.0" 16.6士0.5a 6.8土0.6"
O.l%BSA十LA 25.1土2.3" 20.6士2.1ac 4.5ごと0.2b
O.4%BSA+LA 29.2土1.0ab 26.4:t0.8bC 2.8土0.2C
0.8%BSA+LA 28.4士2.2ab 25.4こと2.1bc 3.0土0.20
HepG2 cells wer巴 incubatedin DMEM with 0.1， 0.4 or 0.8 %BSA， 0.2 rnM linoleate and 
1.23KBg [14CJacetate for 6hrs. Values are th巴m日ans:t SE of 5 sarnples. Values in the s丘rne
column not sharing superscript letter are signific乱ntlydifferent at p < 0.05 
BSA; bovine s巴rumalbumin， LA; linoleatι 
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結果
1.細胞コレステロール (Chol)食会成
表lに細胞総Chol，遊離型およ vび、ヱステyレ型 Cholへの [14C]酢酸の取り込みを示す.培地
にBSAとLAのi両方を含まない DME培地と比べて， O.2mM LAを含む LA培地で総 Chol
への取り込みは顕著に低下しヲ LAの添加がCholのdenovo合成を阻害することを示した.一
方， LAとBSAの同時添加培地では， LA培地と比べて総Cholへの取り込みは増加傾向を示し
たが， BSA添加濃度の影響は認められなかった.
次に遊離型及びエステノレ型 Chol凶j分への取り込みを比較した.その結果， [14C]酢酸の遊離
型 Cholへの取り込み議は， DME培地と比べて， LA 培地で有意に低下した (56%).一方， LA 
培地と比較して， BSA十LA域地では遊離型 Cholへの取り込みは BSA濃度依存的に増加し
た.DME培地と LA培地問ではエステル型 Cholへの酢酸の取り込み量に差はなかった
が， BSA十LA培地ではエステル摺 Cholへの取り込みは顕著に低下し，エステル型 Chol生成
の抑制を示唆した.この低下は BSAO.4%レベルまで濃度依存的であった.
2.培地に分泌された[14C]Chol
表2に培地中の[14C]Chol量を示す.DME培地と比べて， LA培地では[14CJ総 Cholの分
Table 2. Effects of BSA and 0.2 111M linoleate on thεsecretion of [14C] labeled total 
cholesterol， fr日echolesterol， and cholest日rylest日rfrol11 HepG2 c巴ls‘
Total cholest巴rol Fr巴echol巴sterol Chol巴stery1 ester 
[14CJ dpl11 X 10-1/dish 
Basal 15.2土0.7ab 10.4土O.4a 4.9土0.3a
LA 11.3土0.4" 6.2土0.2a 5.1土03a
0.1 %BSA十LA 17.6ごと1.3" 15.1士1.1" 2.5士0.3b
0.4 %BSA十LA 22.8土2.5C 20.3土:2町4C 2.5土O.lb
0.8 %BSA+LA 25.5土1.9C 22.2立.1.3C 3.3こと0.6"
HepG2 cel1s were incubat巴din DMEM with 0.1， 0.4 or 0.8 %BSA， 0.2 111M linoleate and 1.23KBg 
['4CJacetate for 6hrs. Values are the l11eans土 SEof 5 sal11ples. Val問 sin th巴samecolumn not 
sharing superscript letter are significantly different at p < 0.05. 
BSA; bovine serum albumin， LA; linoleate. 
Table 3. Incorporation of [14CJacetate into intracellular total lipids， 
triglyceride and phospholipid. 
Total lipids Triglyceride Phospholipid 
['4CJ dpm x 10'3/dish 
Basal 75.3土11.9 28.9こと1.3b 48.5:1:7.0" 
LA 66.7土 6.1 20.1土1.6a 43.2土2.5a
0.1 %BSA+LA 66.0土10.4 27.1ニヒ1.2" 31.5士2.0b
0.4 %BSA+LA 59.0士 6.9 33.3土2.2C 26.9士1.8"
0.8 %おSA十LA 71.9土 9.8 33.1土1.7C 24.4土2.0b
HepG2 cells were incubated in DMEM with 0.1， 0.4 or 0.8 %おSA，0.2 mM linoleat巴and1.23KBg 
[14CJacetate for 6hrs. Valu巴sare the means土 SEof 5 samples. Values in the same column 10t 
sharing sup日rscriptletter are significantly different at p < 0.05. 
BSA; bovine serum albumin， LA; linoleate 
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Table 4. Effects of BSA and 0.2 mM linoleate on 1冶bl巴5. Effects of BSA and 0.2 mM linoleate on 
the secretion of [14CJlabeled triglyceride th巴secr巴tionofいCJlabeledfree fatty 
and phoら;pholipidfrom HepG2 cells 在cidfrom HepG2 cells 
Triglyceride Phospholipid dpm X 1O-2/dish 
[14C] dpm X lO-2!dish 
Basal 12.8土0.4" 0.73土0.13a
LA 12.5土0.5" 0.74土0.12"
0.1 %BSA十LA 2Ll土0.4b 5.37:t 0.46b 
0.4 %BSA+LA 28.2土1.0'" 6.05土0.25b
0.8 %BSAトLA 34.1:1:0.9d 5.31土0.36b
Basal 
LA 
0.1 %BSA+LA 
0.4 %BSA十LA
0.8 %BSA十LA
1.14こと0.16a
1.05土0.13a
21.2 :IO.6b 
43.5土5.5C
80.7土4.5d
H巴pG2cells were incubat己din DMEM without FCS 
H日pG2c巴lswere incubated in DMEM without FCS with 0.1， 0.4 or 0.8 %BSA， 0.2 mM linoleate and 
with 0.1， 0.4 or 0.8 %BSA， 0.2 mM linol巴ateand 1.23KBg [14CJ acetate for 6hrs. Values ar日 the
1.23KBg 巴tatefor 6hrs. Valu記sare the means土 SEof 5 samples. Values in lhe same 
means土 SEof 5 samples. Values in the s乱me column not sharing superscript letter are signifi-
column not sharing superscript letter are signifi- cantly different at p < 0.05. BSA; bovin巴 serum
cantly differ巴ntat pく 0.05. BSA; bovine serum albumin， LA; linoleate 
albumin， LA; linoleat色。
泌は低下傾向を示した.しかしながら， BSA+LA培地では[14C]総 Cholの分泌量は BSA濃
度依存的に高値を示した@各商分への影響をみると，DME培地と比較して， LA堵地では[14C]
遊離型 Cholの分泌量は抵下傾向を示しラ LA培地へのO.l%BSA添加で著しい増加が認められ
た.[14C]遊離型 Cholの分泌の増加は BSA濃度依存的であった.DME培地と LA培地では
C]エステル型 Cholの分泌量は間程度であった. BSA十LA培地では [14C]エステノレ型Chol
の分泌は低下した.
3. [14C]酢酸からの縮施総脂肪酸への取り込みと [14C]路肪酸のトリグリセリド(了G)およ
ぴ、リン脂質 (PL)への取り込み
3に[14C]酢酸からの総脂肪酸への取り込み量と生成したいC]脂肪酸の TGおよびPL
への取り込み量を示した酢酸からの脂肪酸への取り込み量に LAおよび BSA添加の著
しい影響は認められなかった.しかし， LA培地と比べて， BSA十LA培地で脂肪酸の
TGへの取り込み量は増加しヲ PLへの取り込み量は逆に低下した.これらの応答は BSA濃度
依存的に顕著となった.すなわち， TGとPLへの脂肪酸の取り込みの聞には高い負の
相関 (r=-0.980)が認められた.
4. [14C]γGおよびPしの培地への分泌
表4に培地中に分泌された[14C]TGとPL最を示す. [14C]TGの分泌量にDME培地と LA
培地問で差はなかった。しかし LA培地と比較した場合， BSA十LA培地で[14C]TGの分泌量
はちSA濃度抜存的に著しく増加した. [l4C]PLの分泌最も LA添加の影響はなかったが，
BSA十LA培地では顕著に増加した. PLの分泌叢には BSA濃度による影響はなかった.
5. [14C]遊離脂肪酸の培地への分泌
表5に[14C]遊離脂肪酸の培地への分泌議を示す. [14C]遊離脂肪酸の培地への分泌量は，
LA添加の影響はなかったが， BSA十LA培地では BSA濃度の増加と共に著しく増加した.
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考察
ヒトやラットでLAの摂取は血清Chol低下作用を示すことが知られているが3~9)，この応答
が肝臓縮胞脂質代言語への LAの恵譲の影響に基づくものかは明らかにされていない.また，
BSAの脂質代謝への影響についての情報も十分ではない.本研究では， LA (0.2mM)や種々
の濃度の BSAの培地への添加がヒト肝臓モデノレ細胞HepG2脂質代謝にどのような影響を及
ぼすか検討した.HepG2細胞培養の基本培地として DMEM(DME培地)を用い，このDME
培地に LAを添加した LA培地， LAとBSAの両方を添加した LA十BSA培地の影響を比較
した.
Chol代謝への影響について検討した結果， DME培地と比べて， LA添加により [14C]酢酸
からのステロールdenovo合成は低下し，培地への [14C]ステロールの分泌も減少した.これ
まで， LAはHepG2縮胞からの Chol分泌を低下させる 1.2)あるいは影響しない20)との相反した
結果が報告されているが，本実験結果は前者を支持し， LAが肝細飽chol代謝に関与している
ことを示した.生体内のコレステロールは遊離型とヱステル裂の両形態で存在する.そこで，
細胞ステロール合成の変動がいずれのコレステロール合成の変動によるのか検討した.その結
果， LA添加によるステロール合成の低下は遊離型Cholへの取り込みの低下に起因することが
示された.
次に， LAとBSAを同時に添加した場合のステロール合成と分泌への影響を調べた.LA培
地と比べて， BSA十LA堵地では BSA濃度の増加に伴い細胞中のステロール合成は増加傾向
を示し，これは遊離型Cholの合成増加に起悶していた.しかし， DME培地レベルまでは回復
しなかった.一方，エステル型Chol合成量はちSA濃度依存的に低下し， BSAがエステル型
Chol合成を抑制することを示唆した.
BSA十LA培地における Cholの分泌増加は主に遊離型Chol分泌の増加に起因しており，
BSAによる遊離Chol合成の増加を反映しているものと考えられた.BSA+LA培地でエステ
ル型Cholの分泌鷺は低値を示したが(表2)，合成最に対する分泌割合はむしろ増加していた
(DME培地， 6.34%， LA培地， 6.94%， 0闘l%BSA十LA培地， 5.23%， 0.4%BSAトLA培
地， 8.20%， 0.8%BSA+LA培地， 9.82%)， 
以上のことから， HepG2細胞では LAは遊離型Chol合成を抑制し， BSAはエステルZ思Chol
合成を抑制する作用をもつことが示唆された.この結果は， Yanagitaら九 Cianfloneら10)の報
告と一致する.LAとBSAがコレステロール代謝へ異なる影響を示す機序として， LAがChol
合成の律速酵素， 3ー ヒドロキシー 3ー メチルグルタリルCoAレダクター ゼ、へ影響し， BSAが
エステル型Chol合成酵素であるアシルCoA:コレステロールアシノレトランスブエラーゼ、活性
に影響している可能性が考えられる.
外因性脂肪酸は一般に脂肪酸合成の律速酵素acetylCoACarbxylaseを阻害することにより，
脂肪駿の生合成を抑制すると考えられているが，本実験での LA添加の効果は著しくなかった.
しかし，新しく合成された脂肪酸のすG合成への利用は LA添加により低下していた.この理
由として，添加された LAが直接TG合成に利用されていることが推察される.事実， HepG2 
細胞系でも LA添加は [3H]glycerolからの TGde novo合成を充進させることが示されてお
りヘラット肝臓濯流実験系21)およびラットでの実験系22)でも添加した LAは肝臓TGに多く取
り込まれることが報告されている.LA培地と比較した場合， BSA十LA培地では BSA濃度依
存的に [14C]脂肪酸の TGへの取り込み量は高く， PLへの取り込み最は抵下しており，両者
間で高い逆の相関関係が得られた(相関係数r=--0.980).すなわち，ヒト肝細胞では BSAが
171J元他:HepG2細胞の脂質代議に及ぼすcぉ， czs-octadecadienoic acidおよび1m清アルブミンの影響 53 
TG合成を増加させ PL合成を抑制するという reciprocalな影響が示された.この作用機序は
明らかではないが，アルブミンはリン脂質合成の律速酵素 CTP:phophocholinecytidylyltrans-
ferase活性を眠筈することから，リン脂質合成が抑制されるためグリセロ脂質の前駆体ジアシ
ルグリセロ…ノレが増加し TG合成に利用されている可能性が考えられる.今後， BSAのTG合
成最終酵素ジアシルグリセロールアシルトランスブエラーゼ、活性への影響を含めて検討する必
要があろう.また，炭素数が1凶8{倒湖で二重結合が 1つのオレイン酸は狂e叩pG2細胞でで、の TG合成を
顕著に充進し分泌泌、も促進することが報告されている幻川)削剖
により[14C口JTGおよびび、PLの分泌泌、量に差は認められないことから，脂肪酸の二重結結A合の位置と
数が肝細胞のグリセロ脂質{代t謝に異なる影響を与えることを示唆する.
本研究から，ヒト肝臓モデル細胞 HepG2において LAはコレステロール合成を抑制し， BSA
はコレステロール合成を増加させる作用を示すことが認められた.LAとBSAの同時添加はリ
ポ蛋白質構成脂質の分泌を充進させ， BSAはTG合成を充進させることが示された.
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